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                研究目的
 癌抑制遺伝子 p53 の類似遺伝子としてクローニングされた p51 は, アミノ酸配列上, p53 と相
 同性が高く, 細胞の増殖停止機能, アポトーシス誘導能な ど, p53 と機能的にも類似性が高い。
 しか し組織特異的発現, 多数のアイ ソフォームの存在は p53 の発現様式と異なる。 そこでその原
 因を担うゲノ ムを解析 したところ, その構造 は異な り, 大きなイ ントロン1とイ ントロン3 を有
 し, イントロン3内には異なるプロモーターを使用する転写の開始を別にするエクソンが存在す
 る。 この2っのプロモーターを持つ点が, p53 と比較した際だった特徴として挙げられ, これら
 2つの転写産物は発現パターンを異にする。 また, アミノ末端を欠いたアイソフォーム (△N
 p51) はその領域を有する p51 (TA p51) やp53 に対してドミナントネガティ ブに機能 し, その
 役割が注目される。 p51 のノ ックアウ トマウス は皮膚の発達が悪く, 四肢も欠損 していることが
 報告され, p51 が組織の発生や分化に深く関わっている可能性が指摘されてきた。 そこで, この
 アミノ末端を異にする2つの転写産物の発現メカニズムを解析することが, p51 についての理解
 を深めるのみならず, 組織の発生や分化を解く重要な手がかりになると考え, プロモーターを単
 離し, その解析を行った。
                研究方法
 ヒト BAC ライ ブラ リーから p51 遺伝子を含む BAC クローンを単離 し, ゲノ ム構造を p53 ファ
 ミリー間で比較した。 スプライシングバリアント別に, 組織別 cDNA ライ ブラリーを用いて,
 PCR で発現を観察した。 ヒトp51 遺伝子の2っのプロモーター領域を単離 し, 塩基配列を決定
 した。 欠失変異や置換変異を導入 したルシフェラーゼの レポ一夕ーコンストラク トで, それぞれ
 の mRNA を発現している細胞を用いて, レポ一夕 一一 アッセイを行った。 2っのプロモーターに
 ついて, 転写因子の認識配列部位を同定した。 皮膚で強発現がみられた△N p51 のアデノウイ
 ルスベクターを, 正常ヒト表皮包皮角化細胞に発現させ, 分化マーカーの発現を RT-PCR で検
 討 した。
                研究結果
 TA p51 は骨格筋, 骨髄, 精巣, 肺, リンパ節, 脊髄で発現し, △N p51は胎盤, 前立腺で発
 現していた。 TA p51のプロモーターにおいて, レポーターアッセイの結果, 一48 bp に逆向き
 に位置する CCAAT ボックスが転写制御に必須であった。 この配列と細胞抽出タ ンパク質の特異
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 的結合を, ゲルシフトアッセイで示 し, この複合体には, 基本転写因子の1っである NF-Y
 (nuclear factor Y) が含まれていることを, 抗体を使ったスーパーシフトや, ドミナントネガ
 ティ ブな発現ベクターを使用 した レポーターアッセイ で明らかにした。 △N p51 のプロモーター
 において, 正常ヒト表皮包皮角化細胞を用いてルシフェラーゼアッセイ により, 2っの正に作用
 する制御領域を明らかにした。 △N p51 のアデノ ウイ ルスベクターを, 正常ヒト表皮包皮角化
 細胞に感染させて遺伝子導入を行うと, 正常な分化においては, RT-PCR で発現の上昇が認め
 られる皮膚の分化マーカーが, △N p51 を導入した細胞では認められず, △N p51 がヒト皮膚
 の分化を阻害 していることが示された。 更にアラマーブルーアッセイを行うと, △N p51 の導
 入により細胞増殖はおさなかった。
                結論
 ゲノ ム構造上, p51 は p53 とは大きく異なる。 p51 には2っのプロモーターにより異なる転写
 産物が生 じ, それらは発現パターンが異なる。
 TA p51 のプロモーターは, 転写開始点から上流近傍に存在する CCAAT ボックスを認識する
 NF湿 により, 転写制御を受けていることが示された。
 △N p51 のプロモーターにおいて, 転写を正に制御する領域を2箇所明らかにしたが, 既知
 の転写因子の認識配列は存在せず, 未知の転写因子により△N p51 はヒト角化細胞において制
 御を受けていることを示した。 さらに, △N p51 のアデノ ウイ ルスベクターをヒト角化細胞に
 感染させることにより, 皮膚の分化マーカーの上昇が抑えられ, △N p51 は皮膚の分化に対し
 て阻害的に働くことを示した。
              研究の意義・独創的 な点
 p53 の類似遺伝子である p51 は, p53 と同様に癌抑制遺伝子であることが1番期待されたが,
 これまでの報告か ら, p53 のようにその変異が直接癌の発生につながるようなタイ プの癌抑制遺
 伝子ではないようである。 多数のアイ ソフォームの発現パターンが異なることは, 組織の分化や
 発生を担っている可能性を伺わせる。 報告されたノ ックアウトマウスの研究でも, 異なるプロモー




 癌抑制遺伝子ρ53 の類似遺伝子と してクローニングされた p5! は, そのノックアウ トマウス
 が皮膚の発達が悪く, 四肢欠損も報告され, 組織発生や細胞分化に深く関わっている可能性が指
 摘されている。 ρ51 は大きなイントロン1とイ ントロン3を有 し, 異なる転写産物を生 じ, それ
 らの発現パターンは異なる。 アミノ末端を欠いた△N p51 は p51 や p53 に対して dominant
 negative に機能することから, その役割が注目される。 そこで, アミノ末端が異なる2つの転
 写産物 p51 と△N p51 の発現メカニズムを解析することが, ρ51 についての理解を深めるのみな
 らず, 組織発生や細胞分化における機能解析に重要な手がかりとなる。
 筆者はそこで, ① ヒトBAC ライブラリーから ρ5/ 遺伝子を含む BAC クロー ンを単離 し, そ
 のゲノ ム構造をρ73 のものと比較 した。 ② ρ51 のスプライシングバリアン ト別に, 組織別 cDNA
 ライブラリーを用いて, PCR で発現を観察した。 ③ρ51 の2つのプロモーター領域を単離 し,
 塩基配列を決定 した。 ④ 欠失変異や置換変異を導入 したルシフェラーゼのレポーターコントラ
 クトで, それぞれの mRNA を発現 している細胞を用いて, レポーターアッセイを行った。 ⑤ 2
 つのプロモーターについて, 転写因子の認識配列部位を同定した。 ⑥ 皮膚で強発現がみられた
 ムノV ρ51 のアデノ ウイルスベクターを, 正常ヒト表皮包皮角化細胞に発現させ, 分化マーカー
 の発現を検討した。
 その結果, ①TA p51 は骨格筋, 骨髄, 精巣, 肺, リンパ節,脊髄で発現し, △N p51は胎盤,
 前立腺で発現 していた。 ② ゲノム構造上, ρ51 はρ53 と大きく異な り, ρ73 と相 同性が高かった。
 ③ TA p51 のプロモーターは, 転写開始点から上流近傍に存在する CCAAT ボックスを認識す
 るNF-Y により転写制御を受けていることが分かった。 ④ △N ρ5! のプロモーターにおいて,
 転写を正に制御する領域を2箇所明らかに した。 ⑤ △/▽ ρ51 を導入 した皮膚角化細胞では分化
 マーカーの発現が認められず, ⑥ 細胞増殖も起きなかった。
 以上, 本研究は初めて, ①ρ5! の2つのプロモーターとそれらの転写制御の機構と, ② ρ51
 と ムノ〉 ρ51 の組織発生や細胞分化における機能を解明する研究の第一歩を印 したものであり,
 学位授与に十分 値す る。
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